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Jméno:

Obor: Datum provedeni:

TEORETICKY UVOD

Vtéto Uloze bude izolovdna smés lipidd pomoci extrakce do organického
rozpoustédla. Jako vychozi materidl bude pouZito semeno Mpyristica fragrans (muskatovy
ofiSek). Toto semeno obsahuje mimoradné vysoky podil jednotlivych druhl lipid(. Nejprev
bude provedena hruba izolace lipid(i, které budou dale déleny pomoci chromatografie na
koloné obsahujici silikagel. Jednotlivé lipidy budou poté identifikovany pomoci tenko-

vrstevné chromatografie (TLC). Schéma purifikace je uvedeno na obrazku 1.

Muskatovy ofisek

1. Extrakce smési hexan:isopropanol

2. Filtrace
I I
Nerozpustné slozky Rozpustné slozky
Odpareni na
vakuové odparce
I I
Hruby lipidicky extrakt Hexan:isopropanol

Chromatografie Silikagel

Tenko-vrstevnd chromatgrafie

Obrazek 1. Schéma purifikace lipidickych slozek muskatového ofisku
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PRAKTICKA CAST

A. Izolace Lipidi

Postup prdce:

1. Do 125 ml Erlenmayerovi bariky dejte 2.5g nastrouhaného muskatového ofisku,
michadlo a pridejte 50 ml smési hexan-izopropanol (3:2).

2. Na Erlenmayerovu banku pfipevnéte zpétny chladi¢ a stdlého michani zahfivejte
v digestori po dobu 15 minut (zahfivani poloha 4, michani poloha 2). Béhem této
doby si pfipravte filtracni nalevku s vloZzenym filtracnim papirem a 100 ml kadinku, do
které budete filtrat jimat.

3. Nasledné prestante smés zahfivat a rychle ji prefiltrujte pres pripraveny filtr.
Nasledné filtr proplachnéte dalsimi 20 ml horké smési hexan-izopropanol (3:2).

4. Filtrat prelite do odparovaci banky a na rotaéni vakuové odparce odparte
rozpoustédlo (180 otdcek, teplota vodni |dzné 40°C). Mély byste dostat naZloutly

olejovy zbytek nebo nasedly pevny zbytek.

B. Chromatogradfie na Silika matrici

Postup prdce:

1. Odvaite 50 mg hrubého extraktu z predchoziho kroku do sklenéné zkumavky a
rozpustte je v 1 ml hexanu.

2. Odvazte 250 mg Silikagelu a nasypte ho do sklenéné separacni kolony.

3. Opatrné nalijte do uzavrené sklenéné kolony 10 m hexanu a nechejte silikagel cca. 2
min zbobtnat.

4. Poté otevrete kohout u sklenéné kolony a nechejte hexan odkapat, az hladina

v koloné dosahne matrice.

Laboratorni technika 2



el L]
- \\J ERS[).
& oy 54 ",
; * * o g o
evr.c,’lp,SKV ok L’C’p 5
sociain n MINISTERSTVO $KOLSTVI OP Vzdalavani A el
fond v CR EVROPSKA UNIE M EZE A WVYCHOVY pro konkurenceschopnost LANA®

INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI

Uloha &6
Izolace lipid( z muskdtového orisku

5. Poté na kolonu naneste 1 ml hexanu s rozpusténym extraktem, oteviete kohout u
sklenéné kolony a nechejte hexan odkapat, az hladina v koloné dosdhne matrice.

6. Jakmile roztok v koloné dosahne matrice, zastavte prlitok a napliite opatrné kolonu 10
ml hexanu.

7. Poté oteviete kohout a nastavte pratok na 1-2 kapky/sekundu. Protekly roztok jimejte
do prvni Erlenmayerovi bariky.

8. Jakmile roztok v koloné dosahne silika matrice, zastavte prltok a naplite opatrné
kolonu 10 ml smési hexan:ether (90:10).

9. Otevrete kohout a nastavte pritok na 1-2 kapky/sekundu. Protekly roztok jimejte do
druhé Erlenmayerovi banky.

10. Jakmile roztok v koloné dosahne silika matrice, zastavte pritok a naplite opatrné
kolonu 10 ml smési hexan:ether (80:20).

11. Oteviete kohout a nastavte pratok na 1-2 kapky/sekundu. Protekly roztok jimejte do
treti Erlenmayerovi bariky.

12. Poté prelijte tfi nasbirané frakce do 50ml odparovacich banék a postupné odpafte na

vakuové odparce.

C. Tenkovrstevnd Chromatografie na Silika desce

Postup prdce:

1. Rozpustte 10 mg hrubého extraktu lipidl v 1 ml chloroformu a odparené frakce v 0.5
ml chloroformu.

2. Na chromatografickou desku si 2 cm od okraje udélejte tuzkou ¢aru. Potom pomoci
kapilarek naneste tfi nasbirané frakce, hruby extrakt a standardy lipid(. Aplikaci

pomoci kapilarek opakujte pfiblizné 10 krat pro kazdy vzorek, kdy mezi jednotlivymi
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aplikacemi nechte vZdy rozpoustédlo odpafit (celkem od kazdého vzorku naneste cca.
0.25 ml).

3. Po naneseni vzorkd vlozte TLC desku do chromatografické komory a wvyvijejte
v systému hexan:ether:k. octova (80:20:1).

4. Ponechte desku v komore, dokud rozpoustédlo neni priblizné 1 cm pod okrajem
desky. Poté desku vyjméte s komory, oznacte tuzkou polohu rozpoustédla a nechte
desku vyschnout.

5. Poté ji umistéte na 10 minut do iodové komory a nahnédlé spoty obtahnéte tuzkou.

6. Spocitejte relativni mobility standard( a jednotlivych sloZzek a vysledek popiste.

Vysledky:

Standard Rf

METHYL LINOLENAT
CHOLESTERYL LINOLEAT

K. OLEOVA

L-o-FOSFATIDYL CHOLIN

DIOLEOYLGLYCEROL

Hruby extrakt

1. Frakce

2. Frakce

3. Frakce
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Popiste vysledek purifikace lipidl a sloZeni jednotlivych frakci.
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